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RESUMO

Objetivo: Produzir um scaffold baseado em matriz extracelular (SMEC) biocompativel, atdxico e estéril, para tratamento de queimaduras e feridas. Ex-
plorou-se a utilizacdo da pele de tilapia como alternativa, ressaltando suas propriedades semelhantes a pele humana e sua aplicagio bem-sucedida em
diferentes areas médicas. Método: Descreve o processo de preparacdo dos SMEC de pele de tildpia, incluindo etapas de desengorduramento, des-
contaminagdo, descelularizacdo e irradiacdo por raios gama a 25kGy para esterilizacdo. Sdo realizados testes laboratoriais para avaliar a toxicidade celu-
lar in vitro pelo método do MTT, andlises histoldgicas com coloragdo de hematoxilina-eosina, andlises microbioldgicas e de quantificacio de DNA.
Resultados: Destacam que os SMEC produzidos foram descelularizados de maneira eficaz, preservando a matriz extracelular e mostrando-se nao ci-
totoxicos. Além disso, a andlise microbioldgica evidenciou a esterilidade dos materiais apds a irradiagdo, comprovando sua adequagdo para aplicacdo
clinica. A quantificacgio de DNA revelou a efetividade da descelularizacdo, reduzindo significativamente o conteido de DNA original do tecido.
Conclusdes: Foi possivel o desenvolvimento de uma matriz oriunda da pele de tildpia, sendo ela ndo citotéxica, estéril, portadora de morfologia adequada
para aplicago clinica e acelular. Assim, contribuindo para inovacao da ciéncia brasileira.

DESCRITORES: Derme Acelular. Materiais Biocompativeis. Tilapia. Engenharia Tecidual. Ferimentos e Lesdes.

ABSTRACT

Objective: To produce a biocompatible, non-toxic, and sterile scaffold based on extracellular matrix (ECM) for the treatment of burns and wounds. The
utilization of tilapia skin was explored as an alternative, highlighting its similar properties to human skin and its successful application in different medical areas.
Methods: The process of preparing tilapia skin-derived ECM scaffolds is described, including steps of degreasing, decontamination, decellularization, and
gamma ray irradiation at 25kGy for sterilization. Laboratory tests were conducted to assess in vitro cellular toxicity using the MTT method, histological analyses
with hematoxylin-eosin staining, microbiological analyses, and DNA quantification. Results: It is emphasized that the produced ECM scaffolds were effectively
decellularized, preserving the extracellular matrix and demonstrating non-cytotoxicity. Furthermore, microbiological analysis evidenced the sterility of the ma-
terials after irradiation, confirming their suitability for clinical application. DNA quantification revealed the effectiveness of decellularization, significantly reducing
the original DNA content of the tissue. Conclusions: The development of a tilapia skin-derived matrix was achieved, which is non-cytotoxic, sterile, possesses
suitable morphology for clinical application, and is acellular. Thus, contributing to the innovation of Brazilian science.

KEYWORDS: Acellular Dermis. Biocompatible Materials. Tilapia. Tissue Engineering. Wounds and Injuries.

RESUMEN

Objetivo: Producir un scaffold basado en matriz extracelular (SMEC) biocompatible, no tdxico y estéril, para el tratamiento de quemaduras y heridas. Se
exploré el uso de la piel de tilapia como alternativa, destacando sus propiedades similares a la piel humana y su aplicacidn exitosa en diferentes areas médicas.
Método: Se describe el proceso de preparacion de SMEC a partir de piel de tilapia, incluyendo etapas de desengrasado, descontaminacion, descelularizacion e
irradiacion con rayos gamma a 25kGy para esterilizacion. Se realizaron pruebas de laboratorio para evaluar la toxicidad celular in vitro mediante el método MTT,
andlisis histolégicos con tincién de hematoxilina-eosina, andlisis microbioldgicos y cuantificacion de ADN. Resultados: Se destaca que los SMEC producidos
fueron descelularizados de manera efectiva, preservando la matriz extracelular y demostrando ser no citotéxicos. Ademas, el andlisis microbiologico evidencio
la esterilidad de los materiales después de la irradiacion, confirmando su idoneidad para la aplicacion clinica. La cuantificacion de ADN reveld la efectividad de
la descelularizacion, reduciendo significativamente el contenido original de ADN del tejido. Conclusiones: Se logré el desarrollo de una matriz derivada de la
piel de tilapia, que es no citotdxica, estéril, posee una morfologia adecuada para la aplicacion clinica y es acelular. De esta manera, contribuyendo a la innovacion
de la ciencia brasilefia.
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INTRODUCAO

A pele é o maior 4rgdo do corpo humano, compde
aproximadamente 15% do peso corpéreo e cobre uma area entre
1,5 a 2m?, em um individuo adulto. Possui varias fun¢des, umas
das principais é a protegdo, funciona como uma barreira contra
microrganismos indesejados, perdas de liquidos em excesso,
promovendo o controle tegumentar e eletrolitico'.

As queimaduras sdo lesdes causadas por danos cutdneos,
ocorrem por agentes térmicos, quimicos e elétricos, rompem a
continuidade da pele, destruindo a primeira barreira do organismo
contra agentes infecciosos, além de alterar a homeostase
hidroeletrolitica, ocasionando danos a salide e a qualidade de vida das
pessoas queimadas. O grau de comprometimento esta relacionado
a extensdo e a profundidade da queimadura, sendo classificadas
em primeiro grau, acometendo somente a epiderme; segundo
grau, envolve a epiderme e parcialmente a derme; e terceiro grau,
atingindo todas as camadas da pele. No Brasil, a cada ano ocorrem
um milhdo de queimaduras, e apenas 10% procuram atendimento
hospitalar; destes, 2.500 casos vao a ébito em consequéncia as
lesdes, de forma direta ou indireta?,

Existem muitos produtos no mercado direcionados ao
tratamento de lesdes em suas fases de cicatrizacdo. Dentre eles,
os scaffolds baseados em matriz extracelular (SMEC), que sio
biomateriais amplamente utilizados em paises desenvolvidos, devido
as vantagens e aos bons resuttados®. Desde 2015, a pele de tildpia
vem sendo estudada como um biomaterial alternativo, em razao da
similaridade histoldgica com a pele humana, o alto teor de colageno
e a alta resisténcia mecanica®.

A pele de tildpia licfilizada ja foi utilizada com muito sucesso no
tratamento de queimaduras, na ginecologia (em vaginoplastias),
na redesignacdo sexual, na reconstrucdo de dedos na Sindrome
de Apert, na odontologia e na veterinria, dentre outras areas®’.
Os resultados promissores impulsionaram o desenvolvimento de
novos biomateriais como o SMEC para seu uso em lesdes por
queimaduras, vislumbrando novos horizontes como um dispositivo
biomédico.

Na producdo dos SMEC, as células nativas da pele da tilapia
e seu material genético sdo seletivamente eliminados da matriz
extracelular para produzir um biomaterial com caracteristicas
estruturais, bioguimicas e biomecanicas semelhantes as do tecido
original. lgualmente, o biomaterial deve ser biocompativel, seguindo
a normativa 1SO 10993-5:2012.

Existem biomateriais no mercado internacional, derivados de
pele humana (por exemplo: Graft Jacket®, Allograft®), pele porcina
(por exemplo: EZ Derm®, Permacol®), submucosa intestinal porcina
(por exemplo: Surgisis®) e outros. No Brasil, poucas empresas
produzem SMEC, a maioria das empresas produtoras de curativos
bioldgicos sdo estrangeiras, portanto, seus produtos chegam ao
Brasil como itens de alto custo, devido ao grande valor agregado e
aos impostos de importacao.

A pele de tilapia, hoje tratada como subproduto de descarte da
indUstria de alimentos, é uma matéria-prima amplamente disponivel,
0 que contribuird para reduzir custos de producdo do SMEC de
pele de tildpia, e podera concorrer em qualidade e preco com os
demais produtos do mercado nacional e internacional, tornando-o
mais acessivel aos consumidores.

Estes dados, além dos resultados satisfatorios do uso clinico
da pele da tildpia, e suas caracteristicas semelhantes a estrutura
morfoldgica da pele humana, apresentando derme composta por
feixes de coldgeno compactados, justificam o desenvolvimento do
SMEC. Igualmente, as propriedades histoldgicas e mecanicas da pele
da tildpia fazem com que os SMEC sejam muito promissores, assim
como seu uso para reparo de lesdes. O objetivo deste estudo foi
produzir um SMEC biocompativel, atdxico e estéril, para tratamento
de queimaduras e feridas. Explorou-se a utilizacdo da pele de tilapia
como alternativa, ressaltando suas propriedades semelhantes a pele
humana e sua aplicacio bem-sucedida em diferentes dreas médicas.

METODO

Tipo de estudo e local da pesquisa

Trata-se de um estudo do experimental /7 vitro desenvolvido no
Ncleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos da Uni-
versidade Federal do Ceara (NPDM/UFC), localizado na cidade de
Fortaleza, CE. As peles foram obtidas de tildpias do Nilo e doadas
pela empresa Bomar Pescados (Itarema, CE, Brasil).

Apbs o abate, as peles foram retiradas de forma mecanica,
submetidas a lavagem em agua corrente, armazenadas em frascos
plasticos estéreis, previamente resfriadas (4-8°C) em isopor
contendo placas de gelo, monitorizacdo realizada com termémetro
digital interno para o transporte com duracdo média de 3 horas até o
laboratério de cicatrizacio do NPDM. No laboratério foi realizada a
limpeza, por meio da raspagem para retirada de musculos e escamas
aderidas. Em seguida, foram lavadas com solucéo fisioldgica estéril
em temperatura ambiente e congeladas a -80°C para conservacdo
(ndo foi adicionada solucdo para ndo formacdo de cristais) e
armazenamento até o processo final (por até 6 meses).

Preparo da matriz dérmica acelular

Foram realizados testes com solucdes desengordurantes,
descontaminantes e descelularizantes para a determinacdo do melhor
protocolo, em que as estruturas morfoldgicas da pele de tildpia
fossem preservadas e os melhores niveis de descelularizagao fossem
alcancados. A pele foi recortada no tamanho de 4x3cm (12cm?)
e armazenada a -80°C para conservagdo, o descongelamento foi
realizado em banho-maria a 37°C no dia do processo. O protocolo
de producdo dos scaffolds de pele de tilapia foi definido em varias
etapas, conforme descrito na Patente BR1020190239654A2:

[ Etapa: as fragdes de pele foram inseridas em frascos de vidro
estéril, adicionada solugao desengordurante ndo estéril, as pegas
foram incubadas em agitador com velocidade constante de 50 a 250
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rotagdes por minuto (rpm), a temperatura de 15 a 35°C por 10-40
minutos.

2% Etapa: as peles foram enxaguadas e incubadas com dgua
ultrapura estéril em agitador com velocidade constante de 50 a
250rpm, a temperatura de |5 a 35°C por 10-40 minutos.

3% Etapa: adicionada solucdo descontaminante, em seguida
enxaguadas e incubadas com dgua ultrapura estéril em agitador com
velocidade constante de 50 a 250rpm, a temperatura de 15 a 35°C
por 10-40 minutos para retirada da solugo.

4% Etapa (descelularizacdo): apds o processo de descontaminagdo
foi adicionada solucdo de descelularizagdgo. SMEC | foi feito com
solucdo de surfactante ndo idnico e SMEC 2 com solucdo de
detergente zwitteriénico, e incubada as amostras em agitador com
velocidade constante de 50 a 250rpm, a temperatura de 15 a 35°C
por intervalo de 2 a 5 horas. Logo em seguida, foi realizado enxague
com agua ultrapura estéril.

5% Etapa: foi adicionado tampéo estéril (PBS) pH 6,0 — 8,0,
contendo solugdes enzimaticas, incubadas em agitador com
velocidade constante de 50 a 250rpm, a temperatura de 15 a 35°C
por |-3 horas.

6% Etapa: descartada a solugdo anterior, foi adicionada solugdo
de detoxificacdo e incubadas em agitador com velocidade constante
de 50 a 250rpm, a temperatura de 15 a 35°C por 10-30 minutos.
Apds, procedeu-se a raspagem para retirada de melanéforos.

7% Etapa: retirada a solugdo anterior e adicionado tampao estéril
PBS pH 7,5 com adicdo de sais minerais e incubadas em agitador
com velocidade constante de 50 a 250rpm, a temperatura de |5 a
35°C por |-3 horas.

8% Etapa: Os SMEC foram congelados a -80°C por 12-36 horas.
Retirados congelados e liofilizados em aparelho Liotop 108 (Liobras
— Sdo Carlos — SP), embalados a vdcuo em dupla embalagem
(ambiente ndo estéril), identificados com indicadores circulares de
radiacdo, data de producéo e lote para o controle de qualidade do
biomaterial. Algumas amostras armazenadas sem irradiagdo e outras
enviadas para irradiacdo por raios gama (Irradiador multipropdsito)
entre 25 e 50kGy no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
(IPEN). A radiosterilizacido foi supervisionada pela Dra. Mbnica
Beatriz Mathor, pesquisadora do IPEN. A diferenca entre o SMEC
| e 2 de pele de tildpia foi a diferenca de solucdo descelularizante.

Avaliacao da Toxicidade Celular in vitro pelo método do
MTT

Para os testes de citotoxicidade, foi seguida a normativa interna-
cional ISO 10993-5:2012, que descreve as orientagdes para testes
de biocompatibilidade de dispositivos médicos em sistemas bioldgi-
cos e determina um valor minimo de 70% de viabilidade celular. Pri-
meiramente, as amostras foram incubadas por |2 horas em PBS pH
7,4 estéril a 37°C, posteriormente foram incubadas em meio RPMI
por 24 horas a 37°C, apds este periodo o meio das amostras foi
colocado em contato com células de fibroblasto L929 nao tumorais
(0,1 x 10° cel/mL) também utilizada como controle negativo (células
e meio de cultura), e incubadas por 24 horas em estufa, a 37°C e

5%. Apds esse periodo, foi determinada a viabilidade celular pelo
método do (3-4,5-dimetil-2-tiazol-2,5-difenil- brometo de tetrazé-
lio) (MTT), usando um espectrofotémetro de placa (Beckman Coul-
ter Inc., modelo DTX-880) no comprimento de onda de 570nm.

Analise histologica

Para a andlise histoldgica, as fragdes de SMEC liofilizados foram
reidratadas por |5 minutos e |16 horas, logo apds foram fixadas
individualmente em tubos com solucdo tamponada de formaldeido
10% (v/v) (pH 7,4), por 24 horas. Inicialmente, as amostras foram
analisadas de forma macroscdpica, por meio do exame de altera¢des
na forma, coloracao e consisténcia.

As laminas histoldgicas foram submetidas as coloracbes de
Hematoxilina-eosina. Para realizacdo das andlises, foi utilizado um
microscépio éptico com camera acoplada em um aumento de 200x
(vezes), foram avaliadas as disposi¢des, quantidades e a organizacdo
das fibras de coldgeno dos SMEC, ndo houve comparagdo de
pardmetros de normalidade.

Esses procedimentos foram executados pela equipe do
Laboratério de Histopatologia do NPDM/UFC e do Laboratério de
Patologia Bucal, localizado na Faculdade de Farmdcia, Odontologia e
Enfermagem da UFC, ambos sob coordenacio da Prof?. Dra. Ana
Paula Negreiros Nunes Alves.

Analise microbiologica

As amostras dos SMEC | e 2 (sem irradiacdo e irradiadas a
25kGy, 35kGy e 50kGy) e de pele in natura (controle negativo) foram
inseridas em tubos de vidro que continham caldo BHI; em seguida,
os tubos foram incubados por 24 horas em estufa bacterioldgica a
35°C, commargemde + | °Cou—1°C(QUIMIS, modelo Q3 16M4),
para o enriguecimento e crescimento de possiveis microrganismos.
Apds a incubagdo, o caldo foi semeado em placa Agar sangue (meio
nutritivo e ndo seletivo) e incubado por 24 horas. Apds 24 horas, as
placas foram analisadas; se houvesse crescimento, eram incubadas
por mais 24 horas, totalizando 48 horas para uma nova andlise. A
contagem das unidades formadoras de colénias (UFC/g) foi realizada
de forma macroscépica (andlise quantitativa), ndo sendo realizada a
identificacdo dos microrganismos.

Extracao e quantificacao de DNA (iimido)

A extracdo de DNA da pele de tildpia /7 natura (controle negativo)
e dos SMEC envolveu o corte de fragmentos de 50mg, seguido pela
adicdo de uma solugéo contendo tampao de lise e enzima Proteinase
K. Esses fragmentos foram incubados a 65°C por | hora e depois
submetidos a um processo de centrifugacdo, seguido pela adicdo
de NaCl e isopropanol. Apds uma incubagdo noturna a -20°C, as
amostras foram centrifugadas novamente, lavadas com etanol 70% e,
por fim, o DNA foi suspenso em dgua destilada estéril. A concentracao
do DNA extraido foi avaliada utilizando um kit de ensaio de DNA em
um fluorimetro Qubit. Essa técnica, adaptada de Aljanabi & Martinez?,
foi empregada para estimar a quantidade de material genético presente
nas amostras de pele de tildpia e dos SMEC.
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Analise estatistica

Os resultados foram analisados com o software GraphPad Prism®,
versdo 8.01 para Windows® (GraphPad Software, San Diego,
California, USA, 2018). As andlises estatisticas foram realizadas pelo
teste de variancia (ANOVA), seguido pelo pos-teste de Tukey, sendo
o valor de p<0,05 considerado significante.

RESULTADOS

O estudo evidenciou a existéncia de facilidades na producdo do
SMEC de pele de tilapia, como a aquisicao facilitada de matéria-prima
(pele de tildpia), um produto de descarte abundante e disponivel
em criadores de todo o pals. Adicionalmente, a existéncia prévia de
resultados favoraveis com o curativo bioldgico de pele de tilapia, em
diversas areas clinico-cirtrgicas, reforcou a seguranga da matéria-prima
para uso médico e encorajou a proposta de desenvolvimento do
novo biomaterial. No entanto, identificaram-se dificuldades, incluindo
a necessidade de realizar multiplos testes para a padronizacdo das
solucdes do protocolo, a obtencdo de uniformidade no tamanho e
espessura dos SMEC e a correta esterilizacio do biomaterial.

Andlise macroscopica dos SMEC de pele de tilapia

Ao final do processo, o biomaterial evidenciou uma superficie
levemente acinzentada em sua derme, enquanto sua epiderme
ndo apresentou remanescentes de melandforos. Seu aspecto
minimamente  gelatinoso  (antes da liofilizacdo) e uniforme,
apresentando boa resisténcia, ndo possuindo odor. Apés a liofilizagdo,
0s biomateriais mantém sua colora¢ao, apresentando uma matriz mais
enrijecida e seca (Figura |). Apds serem submetidas a hidratacdo, a
matriz retorna a maleabilidade.

Analise histoldgica

Foram analisados os SMEC em dois diferentes tempos de
hidratacdo: |5 minutos e 16 horas. A andlise microscépica evidenciou
que o SMEC | apresenta feixes de coldgeno, mais compactados
na periferia e, centralmente, feixes esparsos e fragmentados, ndo
foram visualizados nlcleos celulares (Figura 2A, B, C, D). O SMEC
2 apresentou feixes de colageno com compactacdo na superficie,
seguidos por feixes esparsos e fragmentados, ndo havendo nlcleos
de células evidentes (Figura 2E, E G, H, ). Os SMEC foram
considerados materiais descelularizados e com feixes de colageno
conservados.
Analise da citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade foram essenciais para a escolha de
protocolos e aprovagdo dos biomateriais. Assim, em conformidade
com a normativa 1SO 10993-5:2012, o percentual de viabilidade
celular minimo de cada SMEC testado tem que estar acima de 70%
para ser classificado como ndo citotdxico.

O SMEC | manteve a confluéncia e morfologia fusiforme das
células 1929, similares do controle negativo (células + meio). As

Figura 1 - Matriz acelular liofilizada de pele tilapia.
(A) Epiderme do SMEC; (B) Derme do SMEC.
Fonte: Autores.

médias e desvio padrdo das viabilidades celulares obtidas em ra-
zdo do contato com o extrato foram de 110,3% 3,112 (SMEC
irradiado a 25kGy), 114,4%+4,607 (SMEC irradiado a 35kGy) e
110,19%=3,230 (SMEC irradiado a 50kGy). Todas as amostras fo-
ram aprovadas, de acordo com a norma ISO 10993-5:2012.

Nos ensaios com amostras de SMEC 2, a confluéncia das
células L929 diminuiu, enquanto a morfologia celular tornou-se
majoritariamente arredondada, diferente das células do controle
negativo (células + meio). As viabilidades celulares alcangadas foram
de 128,3%=20,11 (SMEC irradiado a 25kGy), 97,25%=2,187
(SMEC irradiado a 35kGy), resultados aprovados. O scaffoldirradiado
a 50kGy apresentou uma viabilidade celular de 32,23%= 13,40,
resuttado que foi significativamente baixo em comparacdo ao
controle. Este SMEC foi reprovado no teste de citotoxicidade.

Constatou-se que a viabilidade celular (%) do SMEC | em di-
ferentes doses de irradiacdo (25, 30 e 50kGy) foi significativamente
maior (p=0,0033) que a do controle negativo. N&o foram consta-
tadas diferencas estatisticamente significantes entre as amostras do
SMEC | irradiadas em diferentes doses (Figura 3 (1)). Ja nos ensaios
do SMEC 2, ndo houve diferenca estatistica quanto as amostras ir-
radiadas a 25 e 35kGy, comparadas ao controle. Foi evidenciada
diferenca significativa entre o SMEC 2 a 50kGy, comparado ao con-
trole negativo e as demais amostras irradiadas em diferentes doses
(»=0,0001) (Figura 3 (2)).
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Figura 2 - Fotomicrografia de Hematoxilina-Eosina do SMEC 1 e 2 da pele de tilapia.
(A) SMEC 1 - 15 minutos; (B) SMEC 1 - 15 minutos; (C) SMEC 1 - 16 horas; (D) SMEC 1 - 16 horas; (E) SMEC 2 - 15 minutos; (F) SMEC 2 - 15
minutos; (G) SMEC 2 - 16 horas; (H) SMEC 2 - 16 horas; (I) SMEC 2- 16 horas. Aumento de 200x.

Fonte: Autores.

Analise microbiologica

Nas amostras de pele /n natura houve um crescimento de di-
ferentes morfotipos, microrganismo com contagem superior a
|.000.000UFC. Ja nos fragmentos sem irradiacdo, nos SMEC do
protocolo |, houve um crescimento inferior a SUFC, no SMEC do
protocolo 2 as amostras ndo apresentaram crescimento de micror-
ganismos. Apés a irradiagdo dos biomateriais com as doses de 25, 35
e 50kGy, ndo foi constatado crescimento microbioldgico em nenhum
dos protocolos. Foram obtidos resultados positivos do produto, tota-
lizando |8 amostras analisadas.

Quantificacao de DNA

A pele de tildpia /n natura teve uma quantidade de DNA de
39,212, 14ng/mg (Média=DP), o SMEC | e 2 apresentaram uma
diminuicido de DNA ao final da descelularizacdo, para o SMEC |
um resultado de 2,98+0,60ng/mg (Média=DP), e para o SMEC
2 de 2,08=0,34ng/mg (Média=DP). Ambos os SMEC foram
considerados estatisticamente significativos (p<0,0001) e préprios
de um biomaterial descelularizado (Figura 4), havendo eliminagdo de
mais de 50% de DNA comparado ao tecido de origem’. Assim, se
confirmou que os tratamentos quimicos conseguiram descelularizar
de forma efetiva a pele da tilapia.

DISCUSSAO

Estabelecer o protocolo de produgdo de SMEC da pele da
tildpia foi um desafio, tendo em vista que existem critérios a serem
seguidos, como descelularizacio ideal, estrutura extracelular
mantida e eliminagdo de todas as células do tecido original'®. Esses
protocolos de descelularizagio foram realizados entre 24 a 36 horas;
comparado a outros protocolos de descelularizagdo, apresentou um
menor tempo de execugdo. Um estudo realizado em Singapura
avaliou a pele de tildpia descelularizada e evidenciou um processo
com duracdo de 37 horas, seguido de 24 horas de liofilizagdo e
mais | hora na cdmara a vacuo, totalizando 62 horas para producao
do biomaterial''. Outro estudo em Xangai, na China, apresentou
o processo tendo duracdo de 3| horas, porém o biomaterial ndo
passou por processo de liofilizagdo'?.

A liofilizagdo apresenta diversas vantagens para a preservagao
de biomateriais, incluindo a preservacdo da estrutura e funcio,
estabilidade a longo prazo, redugdo da degradacdo térmica,
minimizagdo de danos durante a desidratacio e faclidade de
reidratacdo'®. A producio de SMEC de pele de ftildpia liofiizado e
radioesterilizado permite o transporte a temperatura ambiente, reduz
0s custos e garante a esterilidade do produto.
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Figura 3 - Viabilidade celular das células L929 com os SMEC 1 e 2
irradiados em diferentes doses.

(1): (A) Valores estatisticamente significativos em relacdo ao controle
negativo. (2): (A) Valores estatisticamente significativos em relacdo
ao controle negativo; (B) Valores estatisticamente significativos em
relacdo ao SMEC 2 50kGy comparado a 25 e 35kGy.

Fonte: Autores.
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Figura 4 - Quantificacdo de DNA.

DNA (acido desoxirribonucleico). (A) Valores estatisticamente signifi-
cativos em relacdo ao controle.

Fonte: Autores.

A histologia teve como resultados, nesse estudo, uma alteracdo
nos aspectos macroscdpicos, sendo a alteracao mais visivel a perda de
pigmentos pretos denominados melandforos. Os cruzamentos das fibras
de colageno estavam presentes, os feixes apresentaram espacamento,
porosidade e dreas de fragmentacdo'". O espago observado nas laminas
histolégicas permite a regeneragdo da matriz extracelular (MEC),
promovendo a migragao de novas células, o que € importante para a
implantacio e, assim, remodelagio e integragdo da MEC™.

Os protocolos de descelularizagdo | e 2 modificaram feixes de fibras
de coldgenos da pele de tildpia em ambos os biomateriais, apresentando
fragmentacdo no centro e mais compacta na periferia, o que se justifica
devido a todo o processo quimico e fisico do método. Nenhum nicleo
celular foi visualizado em ambos os produtos, portanto, o método de
descelularizacdo foi eficaz e a textura da pele da tilapia foi mantida em
nivel satisfatério.

Outro critério de avaliagdo para dispositivos médicos € o teste de
citotoxicidade /7 vitro, utilizando a normativa ISO 10993-5:2012, que
determina um valor minimo de 70% de viabilidade celular, para que o
material nao seja considerado téxico. Um estudo realizado com pele de
tilapia descelularizada no qual foi avaliada a citotoxicidade pelo método
MTT com células L929 mostrou que os protocolos estabelecidos
sdo atdxicos, com viabilidade celular média superior a 100%, e
foram considerados biomateriais aprovados para uso em medicina
regenerativa'?.

Os resultados da citotoxicidade nesse estudo sugerem que o SMEC
| e 2 apds a irradiacdo a 25kGy, 35kGy e 50kGy tiveram viabilidade
celular acima de 70%, somente o SMEC 2 irradiado a 50kGy apresentou
um resultado menor do que 70% de viabilidade celular. Essa amostra
também proporcionou uma mudanca morfoldgica nas células 1929
em contato com seu extrato, sendo reprovada. As demais amostras
irradiadas foram aprovadas com um percentual de viabilidade maior que
95%. Portanto, os SMEC | e 2 foram considerados biomateriais ndo
citotdxicos.

A matéria-prima da matriz dérmica acelular de pele de tilapia
provém de um animal de vida livre, em que a pele permanece em
contato direto com a agua do meio circundante. Dessa forma, a
pele de tilapia € naturalmente exposta a uma grande diversidade
de microrganismos presentes no habitat do peixe, o que exige
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uma criteriosa investigacdo dos métodos de esterilizagio com
radiacdo gama, tanto da prépria pele quanto dos seus produtos
derivados. Os testes em diversas doses de irradiacio foram
realizados para comparagdo e padronizacdo técnica do protocolo
de desenvolvimento dos SMEC. Ao final, a irradiacdo a dose de
25kGy foi escolhida, pois demonstrou eficacia na esterilizacio,
sem comprometimento significativo da estrutura microscépica do
biomaterial.

O desenvolvimento de um protocolo capaz de retirar todo o
material celular do tecido é essencial, assim, o potencial imunogénico
é eliminado ou diminuido'. Alguns autores relatam que um tecido
ou érgdo é considerado acelular quando pelo menos 50% dos
acidos nucleicos e outro material celular foram removidos da matriz
extracelular, em comparagdo com o tecido ou érgdo original. O
protocolo estabelecido neste estudo conseguiu eliminar mais de
90% do DNA original do tecido, indicando uma reducao no SMEC
| de 92,39% no contetido de DNA; para o SMEC 2, houve uma
reducdo de 94,69%. Isso significa uma menor chance de rejeicao
durante sua aplicagdo'®.

Estes resultados foram alcan¢ados devido a utilizagao de solucdes
detergente-enziméticas, possibilitando a remocdo completa de
residuos celulares e a degradacdo de 4cidos nucleicos'”. Pesquisas
relatam que o uso de biomateriais de origem alogénica ou xenogénica
requer descelularizacdo para evitar o risco de rejeicdo e atividade
imunogénica, como remodelamento incorreto, que é prejudicial e
pode estimular a producdo de citocinas pro-inflamatérias'®,

Também foi necessario realizar andlises microbioldgicas em
produtos de salde. Esses testes sdo fundamentais para identificar e
caracterizar 0s microrganismos presentes nos materiais, garantindo
que sejam inofensivos para o organismo receptor.

Na pele de tilapia in natura, foram identificados mais de |10
microrganismos, sendo que os mais comuns foram os Gram-
negativos. Também encontramos Gram-positivos dos géneros
Globicatella, Streptococcus e Enterococcus. Além disso, isolamos
Pseudomonas  aeruginosa e 24 Enterobacteriacae. E importante
destacar que foi identificada a presenca de Gram-positivos como o
Enterococcus faecalis, que predominou em 70% das amostras de
pele e da cavidade oral. Vale ressaltar que, nessa andlise, a carga
bacteriana foi inferior a 100.000 UFC, o que é considerado normal
de acordo com os padrdes estabelecidos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA)".

Neste estudo, também foram realizados testes microbioldgicos
através do cultivo em placas contendo Agar Sangue. Os
procedimentos analisados apds a irradiacio ndo revelaram
crescimento microbioldgico, o que sugere que a desinfeccdo dos
produtos durante a producdo e a radioesterilizacio subsequente
sdo eficazes. Microrganismos presentes naturalmente na pele da
tildpia, em contato com qualquer tecido lesionado, podem estimular
uma infeccdo bacteriana secundaria, portanto, sempre que um
biomaterial for aplicado em uma superficie lesionada, é necessério
que o produto seja previamente descontaminado para torna-lo
adequado ao uso®.

Este estudo identificou trés limitacdes significativas, as quais
foram: a escassez de literatura disponivel sobre o processo de
descelularizagdo de pele de peixe, o que dificultou a obtencao de
dados e conhecimento aprofundado sobre o assunto; a producio
em baixa escala ocasionada pela dependéncia de mao de obra
manual, que resultou em uma produgdo limitada e uma capacidade
restrita de atender a demanda em larga escala; e o alto custo dos
insumos utilizados na producao.

CONCLUSOES

Ao final dos testes /7 vitro, constatou-se que os SMEC da pele
de tilapia, desenvolvidos neste trabalho, foram ndo citotdxicos,
estéreis, portadores de morfologia adequada para aplicagio clinica, e
acelulares, pois perderam mais de 90% do DNA do tecido original.
Com base nesses resultados, conclui-se que os SMEC | e 2 de tildpia
do Nilo sdo considerados biomateriais adequados, por atenderem
as exigéncias estabelecidas para um material biocompativel.

S&o uma forma sustentavel de biomaterial, pois utilizam como
matéria-prima um subproduto de descarte da psicultura. Surgem
como promissora inovagao na medicina regenerativa e na ciéncia
brasileira, suprindo necessidades clinicas dos usuarios e dos
profissionais de salde, além de estimularem as empresas nacionais a
producdo de bens de alta tecnologia.
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